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RESUMO 
 
Estudos em biotecnologias da reprodução, como a produção in vitro de embriões (PIVE), têm 
buscado atender as necessidades de mulheres que enfrentam a infertilidade, bem como o 
desenvolvimento zootécnico dos rebanhos brasileiro e mundial. Com isso, têm-se buscado 
estudar e desenvolver diferentes métodos de maturação in vitro a fim de se obter melhores 
resultados na produção in vitro de embriões. Com este estudo, objetivou avaliar por microscopia 
eletrônica de transmissão, a maturação in vitro (MIV) de ovócitos bovinos em sistema 
tridimensional (3D) por levitação magnética associada à nanopartículas em diferentes 
concentrações comparado à produção in vitro de embriões (PIVE). Foram realizadas 07 rotinas 
de PIVE, totalizando a utilização de 686 ovócitos com produção de 252 blastocistos. Foi 
realizada análise ultraestrutural dos ovócitos maturados em sistema tridimensional de 
nanopartículas associadas a levitação magnética e comparados à taxa de clivagem e formação 
de blastocistos. Observou-se que os grupos de ovócitos maturados em sistema bidimensional 
convencional obtiveram taxas mais satisfatórias de clivagem e blastocistos em relação aos 
grupos de ovócitos maturados em sistema tridimensional. A área do citoplasma dos ovócitos 
ocupada por vacúolos foi maior conforme o aumento na concentração de nanopartículas. Assim 
como a área do citoplasma dos ovócitos ocupada por mitocôndrias decresceu com o aumento 
da concentração de nanopartículas. Em relação aos grânulos corticais, não foi identificada 
diferença do grupo controle em relação aos demais grupos. A partir dos resultados obtidos, 
concluímos que o uso de nanopartículas no cultivo de ovócitos bovinos não atrapalha a 
fecundação, porém não é vantajoso para a maturação e, consequentemente, não contribuem para 
o desenvolvimento embrionário. 
 
 
 
 
 
Palavras chave: Maturação in vitro, ovócitos, nanopartículas. 
 
  
 
 
 
  
SUMÁRIO 
 
 
1 INTRODUÇÃO .............................................................................................................. 9 
2 MATERIAL E MÉTODOS .......................................................................................... 11 
2.1 Produção in vitro de embriões ...................................................................................... 11 
2.1.1 Obtenção e seleção dos ovócitos .................................................................................. 11 
2.1.2 Maturação in vitro ........................................................................................................ 11 
2.1.3 Fertilização in vitro....................................................................................................... 13 
2.1.4 Cultivo in vitro ............................................................................................................. 13 
2.2 Análise de Microscopia Eletrônica de Transmissão ..................................................... 14 
2.3 Análise ultraestrutural das imagens obtidas ................................................................. 15 
2.4 Estatística ...................................................................................................................... 15 
3 RESULTADOS ............................................................................................................ 16 
3.1 Análise visual ultraestrutural ........................................................................................ 18 
4 DISCUSSÃO ................................................................................................................ 28 
5 CONCLUSÃO .............................................................................................................. 31 
6 REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ......................................................................... 31 
 
 
 
 9 
 
1 INTRODUÇÃO 
 Estudos em biotecnologias da reprodução, como a produção in vitro de embriões 
(PIVE), têm buscado atender as necessidades de mulheres que enfrentam a infertilidade por 
causas variadas como endometriose (Kuroda, et al., 2009) e quimioterapia (Rosendahl, et al., 
2010). Da mesma forma, as biotecnologias da reprodução têm sido importantes no 
desenvolvimento da pecuária brasileira e mundial (Beletti, 2013). 
A PIVE se inicia com a obtenção dos ovócitos podendo ser realizada por aspiração in 
vivo ou por aspiração de ovários coletados em abatedouros comerciais. Em seguida, ocorrem 
três etapas, a maturação in vitro de ovócitos (MIV), a fecundação in vitro (FIV) e o cultivo in 
vitro de embriões (CIV). Na MIV, ovócitos selecionados recebem estímulos do meio no qual 
estão inseridos para finalizar a meiose envolvendo alterações nucleares e citoplasmáticas 
essenciais para a fecundação e, posteriormente, o desenvolvimento embrionário (Dadarwal, et 
al., 2015), assim, o sucesso da PIVE está diretamente relacionado à qualidade dos ovócitos 
(Lonergan, et al., 2003) e com o sucesso na MIV por ser a etapa na qual ocorrem eventos 
primordiais para que ocorra a fecundação (Dadarwal et al., 2015).    
A maturação ovocitária está ligada à capacidade do ovócito realizar alterações nucleares 
e citoplasmáticas para atingir uma completa maturação até estar preparado para ser fecundado 
e, posteriormente, manter o desenvolvimento do embrião (Mingoti et al., 2002; Sirard, 2001). 
Essa maturação é dividida em maturação nuclear, que envolve a retomada da meiose em estágio 
de vesícula germinativa (meiose bloqueada em diplóteno) até a metáfase II onde a meiose é 
novamente bloqueada, e em maturação citoplasmática, que corresponde a reorganização das 
organelas no citoplasma e alterações estruturais necessárias. Na maturação citoplasmática a 
reorganização dos grânulos corticais e das mitocôndrias ocorrem de acordo com a necessidade 
para os próximos eventos celulares (Mao et al., 2014). 
Os grânulos corticais estão dispersos por todo o citoplasma no ovócito imaturo e migram 
para a periferia do ooplasma após a maturação (Hosoe; Shioya, 1997; Wessel et al., 2001) 
realizando exocitose após a fecundação para que modificações na matriz extracelular ocorram 
e impeçam a poliespermia (Haley; Wessel, 2004). As mitocôndrias são encontradas na periferia 
da vesícula germinativa e ao ser rompida, as mitocôndrias ocupam a maior parte do volume 
citoplasmático (Dumollard et al., 2006; Brevini et al., 2005; Somfaia et al., 2012), essa 
migração ocorre para que as necessidades energéticas sejam supridas pela produção de 
adenosina trifosfato (ATP) requisitadas na quebra da vesícula germinativa, na migração do fuso 
e na transição da meiose I para a II. 
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A relevância da maturação in vitro de ovócitos imaturos tem aumentado e se apresenta 
como uma técnica vantajosa na medicina reprodutiva (Shirasawa; Terada, 2017), como, por 
exemplo, na preservação da fertilidade de mulheres acometidas de câncer (Woodruff, T. K., 
2015) e como terapia alternativa para mulheres portadoras da Síndrome do Ovário Policístico 
(SOP) (Choi et.al; 2012). Além disso, a MIV possui um papel crucial no sucesso da fertilização 
e desenvolvimento do embrião (Coticchio et al., 2015). Por isso, é necessário se estudar e 
desenvolver diferentes métodos de maturação in vitro a fim de se obter melhores resultados na 
produção in vitro de embriões.  
Com o intuito de obter melhores resultados na PIVE, novos sistemas de cultivo vêm 
sendo estudados. O sistema tradicional é o bidimensional (2D), que é feito em placas em que 
as células permanecem com uma de suas faces em contato direto com a superfície da placa 
(Araújo et al., 2014). Já o sistema tridimensional (3D) mimetiza o ambiente natural das células 
reduzindo a tensão que o complexo ovócito-cumulus sofre quando cultivado em contato direto 
com a placa (Telfer; McLaughlin, 2012) permitindo que as células recriem suas funções nativas 
(Tseng et al., 2013). Existem diferentes formas de realizar o cultivo celular em três dimensões: 
matrizes com componentes naturais como alginato (Dorati, et. al; 2016), matrizes sintéticas 
como hidrogel de polietileno glicol (PEG) (Green; Shikanov, 2016) e nanopartículas associadas 
a levitação magnética (Souza et al., 2010). O uso do método de levitação magnética por 
nanopartículas não é tóxico, não afeta a proliferação celular e não induz resposta inflamatória 
(Souza et al., 2010), além de apresentar efeitos positivos na proliferação celular e síntese 
proteica (Souza et al., 2010; Molina et al., 2010).  
Segundo Araújo, et al. (2014) e Baerwald (2009) o uso de animais como modelos 
experimentais tem sido proposto para aprimorar as técnicas aplicadas à ciência reprodutiva, já 
que pesquisas utilizando material humano enfrentam dificuldades pela escassez de material e 
barreiras éticas (Fransolet et al., 2014). Estudos realizados demonstram que o sistema 
tridimensional de cultivo mimetiza o ambiente natural das células, tendo sido utilizado em diversos 
estudos posteriores como cultura de tecido adiposo (Daquinag et al., 2013), terapia com células 
tronco (Lin et al., 2016) comprovando que o sistema possibilita interação célula-célula, síntese da 
matriz extra-celular e a manutenção da viabilidade celular, além disso a microscopia eletrônica de 
transmissão é o método que permite maior detalhamento do efeito da maturação in vitro sobre 
as estruturas citoplasmáticas e nucleares dos ovócitos. Portanto, com o presente estudo 
objetivou-se avaliar, por microscopia eletrônica de transmissão, a maturação in vitro (MIV) de 
ovócitos bovinos em sistema tridimensional (3D) por levitação magnética associada à 
nanopartículas em diferentes concentrações associada à produção in vitro de embriões (PIVE). 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 
2.1 Produção in vitro de embriões 
Foram realizadas 07 rotinas de PIVE, totalizando a utilização de 686 ovócitos, produção 
de 252 blastocistos, e foram utilizadas 07 doses de sêmen de touro da raça Nelore adquiridas 
de empresas especializadas. O protocolo de PIVE utilizado foi do Laboratório de Biologia da 
Reprodução da Universidade Federal de Uberlândia (Lucio, et al., 2016). 
 
2.1.1 Obtenção e seleção dos ovócitos 
Ovários foram coletados a partir de vacas abatidas em abatedouro comercial da cidade 
de Uberlândia, armazenados em garrafas térmicas contendo solução fisiológica a 37ºC e 
transportados para o laboratório de biologia da reprodução. Após lavar os ovários com solução 
fisiológica, os mesmos foram mantidos em banho maria a 37ºC para aspiração folicular.  
Os folículos antrais ovarianos foram aspirados utilizando seringas de 10 mL e agulha 
18G. O fluido aspirado foi transferido para tubos de 50 mL para a sedimentação. O sedimento 
foi depositado em placas de poliestireno de 90 x 15 mm e o rastreamento dos ovócitos foi 
realizado com auxílio de microscópio estereoscópio. Ovócitos obtidos foram classificados 
segundo Stojkovic (2001), e divididos em dois grupos, bons e ruins. Ovócitos bons foram 
aqueles classificados como grau I e II, ou seja, aqueles que apresentavam citoplasma 
homogêneo, com ausência de vacúolos, distribuição homogênea e altamente presente das 
células do cumulus e ovócitos também com mais de três camadas de células do cumulus, porém 
com ooplasma apresentando algumas granulações e coloração heterogênea. Já os ovócitos ruins 
foram aqueles classificados como grau III cujos citoplasmas apresentavam muitos vacúolos e 
ausência parcial de células do cumulus ao redor do ovócito.  
 
2.1.2 Maturação in vitro 
Ovócitos foram lavados uma vez em meio de lavagem TCM 199 HEPES (0,2 mM 
piruvato sódico, 10 mM HEPES ácido, 10 mM de HEPES sódico, 5 mM bicarbonato de sódio, 
83µg/mL de amicacina, suplementado com 10% de soro fetal bovino) e uma vez em meio de 
maturação TCM 199 com bicarbonato (0,2 mM piruvato sódico, 26 mM bicarbonato de sódio, 
83 µg/mL de amicacina, 1 µg/mL FSH, 5 µg/m LH, suplementado com 10% de soro fetal 
bovino).  
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Após lavagens, os ovócitos de cada grupo (bons e ruins) foram transferidos em grupos 
de 10 para microtubos de 200 µL contendo 100 µL de meio de maturação; sem adição de 
nanopartículas, sendo o grupo controle, para o cultivo no modelo convencional (sistema 2D), 
permitindo contato com o fundo da placa; ou com nanopartículas, nas concentrações de 50 
µL/mL e 75 µL/mL, que na presença de um drive magnético permitiu a levitação das células 
(sistema 3D). As nanopartículas utilizadas apresentavam constituição de óxido de ferro, ouro e 
poli-L-lisina. Desta forma foram compostos os seguintes grupos experimentais: 2D-BOM, 2D-
RUIM, 3D50-BOM, 3D50-RUIM, 3D75-BOM E 3D75-RUIM, assim como esquematizado na 
Figura1. 
 
Figura1.  Desenho experimental dos grupos formados para realização do experimento. Sendo 
2D-Bom: grupo controle cultivado em sistema convencional utilizando ovócitos bons; 2D-Ruim: grupo 
controle cultivado em sistema convencional utilizando ovócitos ruins; 3D50-Bom: ovócitos bons 
cultivados em sistema tridimensional utilizando nanopartículas na concentração de 50 µL/mL de meio; 
3D50-Ruim: ovócitos ruins cultivados em sistema tridimensional utilizando nanopartículas na 
concentração de 50 µL/mL de meio; 3D75-Bom: ovócitos bons cultivados em sistema tridimensional 
utilizando nanopartículas na concentração de 75 µL/mL de meio; 3D75-Ruim: ovócitos ruins cultivados 
em sistema tridimensional utilizando nanopartículas na concentração de 75 µL/mL de meio. 
 
Os microtubos contento os ovócitos em meio de maturação, contendo ou não 
nanopartículas, foram incubados por 4 h em incubadora a temperatura de 38ºC, 5% de CO2 em 
ar e 100% de umidade, a fim de permitir a adesão das nanopartículas às células. Ao término do 
período de incubação, os ovócitos foram transferidos para uma placa de 24 poços de 
Ovócitos
Controle
2D-Bom 2D-Ruim
Nanopartículas 
50µL/mL
3D50-Bom 3D50-Ruim
Nanopartículas 
75µL/mL
3D75-Bom 3D75-Ruim
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poliestireno contendo 500 µL de meio de maturação em cada poço. A placa foi coberta por um 
drive magnético e mantida na incubadora por mais 18 h. Metade dos ovócitos maturados, de 
cada grupo, foi coletada para análises de microscopia eletrônica a outra metade foi destinada 
para a fertilização in vitro. 
 
2.1.3 Fertilização in vitro 
Ovócitos maturados foram lavados três vezes em microgotas de 100 µL de meio TALP- 
Fert (suplementado com 0,2 mM piruvato sódico, 20,4 µM penicilamina, 10,2 µM hipotaurina, 
1,97 µM epinefrina, 10 µg/mL heparina, 6 mg/mL BSA e 83 µg/mL amicacina), e foram 
transferidos para gotas de 100 µL de meio TALP-Fert cobertas com óleo mineral em placas de 
poliestireno de 60 x 15 mm. 
A fim de selecionar os espermatozoides viáveis, uma dose de sêmen, de touro com 
fertilidade comprovada, foi descongelada em banho maria a 37ºC por 30 segundos e foi 
depositada sobre um mini gradiente de Percoll, preparado previamente em um microtubo de 1,5 
mL composto por uma camada de Percoll 45% (200 µL de Percoll 90% e 200 µL de meio 
TALP-Sperm (Tyrode’s-albumina-lactato-piruvato, acrescido de 0,2 mM piruvato sódico e 83 
µg/mL amicacina)) e uma camada de  400 µL de Percoll 90% (Percoll, solução 10x, solução 
estoque CaCl2, solução estoque MgCl2, DL-ácido láctico e bicarbonato de sódio). O 
minigradiente foi centrifugado a 3500rpm por 5 minutos e o sedimento formado foi transferido 
para outro microtubo contendo 1000 µL de meio TALP-Sperm, após a homogeneização, foi 
feita a segunda centrifugação a 3500rpm por 3 minutos. O sobrenadante foi descartado e ao 
sedimento foi acrescido o mesmo volume de meio TALP-Fert (1:1 sedimento:meio). Após 
avaliação de motilidade e concentração, adicionou-se à cada gota contendo os ovócitos, 1x105 
espermatozoides, em seguida foram incubados por 18 h a temperatura de 38ºC e 5% CO2 em ar 
e 100% de umidade. 
 
2.1.4 Cultivo in vitro 
 Os prováveis zigotos foram desnudados mecanicamente por pipetações sucessivas e 
foram lavados por 3 vezes em gotas de 100µL de meio SOF (acrescido de 0,2 mM piruvato 
sódico, 5 mg/mL BSA, 2,5% de soro fetal bovino e 83 µg/mL amicacina) e transferidos para 
gotas de 100 µL de meio SOF cobertas com óleo mineral em placas de poliestireno de 60 x 15 
mm, e foram cultivados por 6 dias. A taxa de clivagem em relação ao número total de ovócitos 
utilizados foi avaliada, 48 h após a fecundação in vitro, por meio da avaliação das estruturas 
que apresentavam duas ou mais células. Sete dias após a fecundação, a taxa de blastocistos em 
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relação ao número total de ovócitos utilizados foi avaliada a partir da contagem de estruturas 
que alcançaram esse estágio de desenvolvimento. 
 
2.2 Análise de Microscopia Eletrônica de Transmissão 
Após a maturação, ovócitos de cada grupo foram fixados em solução de glutaraldeído 
2,5%, em tampão fosfato a 0,1 M e pH 7,4 por 30 min e armazenados em microtubos de 1,5 
mL contendo 500 µL de solução de PBS com 2% de soro fetal bovino. Os microtubos foram 
armazenados a 4°C até o dia do preparo da amostra para a análise.  
No dia em que as amostras foram preparadas para a análise, cada microtubo foi submetido 
à centrifugação a 70g por 5 min, o sobrenadante foi descartado e, para remoção dos fixadores, 
o volume do microtubo foi recomposto com solução tampão fosfato pH 7,4 (PBS) e foi feita 
uma agitação para lavagem do material. Foi realizada uma segunda centrifugação a 70g por 5 
min, e o sobrenadante foi descartado, este procedimento foi repetido por três vezes. 
Posteriormente, foram adicionados 500 µL de solução de tetróxido de ósmio a 1% e após 30 
min foram realizadas três lavagens com PBS para retirada do ósmio. Ao precipitado de células 
obtido, foi adicionado ágar 3% a 50°C até completar o volume máximo do microtubo e foi feita 
homogeneização para introduzir o ágar entre as células, mas mantendo-as no fundo do 
microtubo. Posteriormente, os microtubos foram mantidos a 4°C até a solidificação do ágar. 
O material incluído em ágar foi retirado do microtubo e partido em fragmentos de 1 mm3. 
Os fragmentos foram colocados em frascos de vidro de 5 mL e desidratados por 5 min em 
banhos com solução de concentrações crescentes de álcool (50%, 70%, 80%, 90% e 95%) e em 
seguida, três banhos de 10 min em álcool 100% e três banhos de 10 minutos em óxido de 
propileno 100%. Após os banhos, foi adicionada solução de resina Epon EMS (Electron 
Microscopy Sciences, Hatfield, PA, UK) com duas partes de óxido de propileno e uma parte de 
resina (solução 2:1) em quantidade suficiente para cobrir toda a amostra e as mesmas foram 
incubadas por 12 h (overnight) nessa solução em vidros de 5 mL tampados e vedados com 
parafilm. Após as 12 h, a solução 2:1 foi descartada e então foi adicionada nova solução na 
concentração de 1:1 de óxido de propileno e resina. O recipiente foi novamente tampado, 
vedado com parafilm e deixado a temperatura ambiente por mais 12 h. Em seguida, os vidros 
com as amostras foram destampados e levados a estufa 37°C por 12 h para que o óxido de 
propileno evaporasse. Após esta etapa, a solução de óxido de propileno e resina Epon foi 
descartada e adicionou-se solução de resina pura suficiente para cobrir toda a amostra e os 
vidros foram colocados de volta na estufa 37°C inclinados 45° por 3 horas. A resina foi 
novamente retirada e o material foi transferido para formas, sendo um fragmento por orifício, 
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devidamente identificado. Posteriormente, foi adicionada solução de resina Epon pura até 
completar os orifícios e a forma foi mantida em estufa à temperatura de 60°C por 72 h.  
Após solidificação (polimerização) em estufa, os blocos foram retirados das formas, 
desbastados e, então o material foi cortado com ultramicrótomo Reichert-Jung (Leica 
Microsystems Inc., Buffalo Grove, IL, EUA). Os cortes entre 60 e 90 nm de espessura foram 
colocados em telas de cobre (Mesh Square 200 lines/inch, Electron Microscopy Sciences) e 
contrastados em acetato de uranila (3%) e citrato de chumbo (1%) conforme descrito por 
Bozzola e Russel (1998). Os cortes foram analisados em microscópio eletrônico de transmissão 
(Hitachi HT 7700) e as imagens foram capturadas nos aumentos de 10 mil a 30 mil vezes. As 
estruturas fotografadas foram mensuradas com o auxílio do programa Image J (National 
Institutes of Health, USA). As áreas das estruturas, mitocôndrias, vacúolos e grânulos corticais 
foram medidas e comparadas com a área total do ovócito. Também foi feita uma avaliação de 
distribuição de cada estrutura a partir da observação visual das imagens obtidas no microscópio 
eletrônico de transmissão. As imagens demonstradas neste trabalho foram obtidas no 
microscópio eletrônico de transmissão Hitachi HT 7700. 
 
2.3 Análise ultraestrutural das imagens obtidas 
Foram capturadas imagens dos ovócitos destinados à microscopia eletrônica de 
transmissão com ampliação de 10.000; 20.000 e 30.000 vezes. As imagens com ampliação de 
30.000 vezes foram analisadas utilizando-se o software Image-J, onde foram mensuradas as 
porcentagens da área ocupada por mitocôndrias, vacúolos e grânulos corticais no citoplasma 
dos ovócitos de cada grupo. 
As imagens panorâmicas (10.000x), ou seja, imagens de maior cobertura da superfície do 
ovócito, e as imagens capturadas no aumento de 20.000x foram utilizadas para se realizar uma 
análise visual ultraestrutural do ovócito. Observou-se a dispersão e localização das 
mitocôndrias; dispersão, localização e eletrondensidade de grânulos corticais e vacúolos; 
dispersão das microvilosidades e a presença de artefatos encontrados foram avaliados e 
pontuados de acordo com sua quantidade. 
2.4 Estatística 
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Foi verificada a distribuição normal da amostra pelo teste Kolmogorov Smirnov. 
Posteriormente, foi aplicado o teste ANOVA ONE WAY com pós teste t student para verificar 
diferenças na média entre os grupos, utilizando o programa Action. 
 
3 RESULTADOS 
As taxas de clivagem e de blastocistos estão demonstradas na Tabela 1. O grupo 2D-Bom 
e os grupos 3D50-Bom e 3D75-Bom apresentaram os melhores resultados de taxas de clivagem, 
não apresentando diferença entre eles. O grupo 3D75-Ruim obteve taxa de clivagem superior 
ao grupo controle 2D-Ruim. Enquanto que o grupo 3D50-Ruim não apresentou diferença em 
relação ao grupo controle. No entanto, o grupo 3D75-Ruim, apesar da maior concentração de 
nanopartículas, não apresentou diferença com o grupo 3D50-Ruim.  
Em relação a taxa de blastocistos, os melhores grupos foram o 2D-Bom e o 3D75-Bom 
sendo que entre eles não houve diferença e, ambos alcançaram resultados melhores que o grupo 
3D50-Bom. Não houve diferença significativa entre o grupo 2D-Ruim e os grupos 3D50-Ruim 
e 3D75-Ruim na taxa de blastocistos. 
 
Tabela 1. Taxas de clivagem e de produção de blastocistos sobre ovócitos bovinos maturados nos 
sistemas de cultivo bidimensional (2D-Controle) e tridimensional (3D) por levitação com diferentes 
concentrações de nanopartículas.  
TRATAMENTOS CLIVAGEM (%) BLASTOCISTO(%) 
2D-Bom 83,24AB ± 8,77 61,13A ± 20,38 
2D-Ruim 63,72C ± 7,94 39,43B ± 8,12 
3D50-Bom 79,20ABD ± 9,00 44,12B ± 17,77 
3D50-Ruim 65,68CDE ± 15,81 36,88B ± 17,10 
3D75-Bom 86,26A ± 7,59 57,95A ± 9,26 
3D75-Ruim 76,78BE ± 9,55 41,28B ± 10,84 
A,B,C,D,E Letras distintas na mesma coluna diferem entre si (P < 0,05).  
 
Para avaliar a influência do método de maturação in vitro associado à nanopartículas e 
levitação magnética em relação às organelas, foi realizada uma avaliação ultraestrutural a partir 
da análise da área dos ovócitos ocupada por mitocôndrias, vacúolos e grânulos corticais (Tabela 
2). Os grupos de ovócitos com maior área ocupada por mitocôndrias foram os grupos 2D-Bom 
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e 3D50-Bom, sendo que não houve diferença entre eles. No entanto, ambos apresentaram 
resultados melhores que o grupo 3D75-Bom. Entre os grupos realizados com ovócitos ruins 
(2D-Ruim, 3D50-Ruim e 3D75-Ruim) não houve diferença nos resultados. 
Em relação a análise da área ocupada por vacúolos, o grupo 2D-Bom não apresentou 
diferença com o grupo 3D50-Bom, porém ambos apresentaram resultados mais satisfatórios em 
relação ao grupo 3D75-Bom. Não houve diferença entre o grupo 2D-Ruim e o grupo 3D75-
Ruim. No entanto, ambos apresentaram resultados menos satisfatórios em relação ao grupo 
3D50-Ruim. 
Ao se analisar a área dos ovócitos ocupada por grânulos corticais, a análise estatística 
mostra que o grupo 2D-Bom não apresentou diferença em relação aos grupos 3D50-Bom e 
3D75-Bom, no entanto, houve diferença entre os grupos 3D50-Bom e 3D75-Bom, sendo que o 
grupo com 75 µL/mL de nanopartículas apresentou maior área ocupada por grânulos. Não 
houve diferença entre o grupo 2D-Ruim e o grupo 3D50-Ruim, porém ambos apresentaram 
melhores resultados em comparação ao grupo 3D75-Ruim. A partir da análise estatística não 
foram encontradas diferenças entre os grupos 2D-Bom e 2D-Ruim, assim como também não 
foram encontradas diferenças entre os grupos 3D50-Bom e 3D50-Ruim. Já entre os grupos 
3D75-Bom e 3D75-Ruim, houve diferença, sendo que o primeiro apresentou ovócitos com 
maior área ocupadas por grânulos.  
 
Tabela 2. Área porcentual mitocôndrias, vacúolos e grânulos corticais dos ovócitos bovinos maturados 
in vitro nos sistemas de cultivo bidimensional (2D-Controle) e tridimensional (3D) por levitação com 
diferentes concentrações de nanopartículas. 
TRATAMENTOS MITOCÔNDRIA(%) VACÚOLO(%) GRÂNULO(%) 
2D-Bom 11,06A ± 0,70 7,59A ± 1,07 0,64ABC ± 0,32 
2D-Ruim 8,64B ± 2,67 14,74B ± 3,86 0,79A ± 0,33 
3D50-Bom 10,43AD ± 1,76 9,38A ± 3,93 0,51BC ± 0,20 
3D50-Ruim 8,73BD ± 3,10 9,21A ± 3,96 0,96AC ± 0,72 
3D75-Bom 6,48CE ± 2,24 13,98B ± 7,24 1,48A ± 2,00 
3D75-Ruim 6,45BE ± 2,71 18,26B ± 5,87 0,39B ± 0,10 
A,B,C,D,E Letras distintas na mesma coluna diferem entre si (P < 0,05).  
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3.1 Análise visual ultraestrutural 
 Na análise visual ultraestrutural dos ovócitos, observou-se a dispersão e localização das 
mitocôndrias; dispersão, localização e eletrondensidade de grânulos corticais e vacúolos 
(Tabela 3); dispersão das microvilosidades e, os artefatos encontrados foram avaliados e 
pontuados de acordo com sua quantidade (Tabela 4). Uma foto de cada grupo foi capturada em 
microscópio eletrônico de transmissão com o intuito de ilustrar a análise ultraestutural (Figuras 
2-14). 
 Os grupos 2D-Bom e 3D50-Bom, aparentemente, se assemelham na quantidade de 
mitocôndrias que estão localizadas e homogeneamente dispersas na periferia do ovócito, ao 
contrário do grupo 3D75-Bom que apresenta, visualmente, menor quantidade de mitocôndrias, 
sendo que essas se concentram no centro do citoplasma formando clusters (aglomerados). Os 
grupos 2D-Ruim, 3D50-Ruim e 3D75-Ruim se assemelham quanto à distribuição das 
mitocôndrias que estão localizadas, em sua maioria, próximo à periferia do ovócito. Em 
particular, o grupo 3D50-Ruim apresenta mitocôndrias localizadas próximo aos vacúolos. Além 
disso, os grupos apresentam, provavelmente, menor quantidade de mitocôndrias em relação aos 
grupos compostos por ovócitos bons. 
 Os grupos 2D-Bom, 3D50-Bom e 3D75-Bom apresentaram quantidade visualmente 
semelhante de grânulos corticais. Porém, entre eles, o grupo 2D-Bom apresenta maior 
homogeneidade em relação a eletrondensidade dos grânulos. Nos três grupos, os grânulos estão 
distribuídos formando um alinhamento na periferia do ovócito, deixando o centro do citoplasma 
livre. No entanto, o grupo 3D75-Bom apresenta formação de clusters. Quanto aos grupos 
compostos por ovócitos ruins, o grupo 2D-Ruim, ao que parece, se assemelha na quantidade de 
grânulos com o grupo 3D50-Ruim, sendo que ambos, aparentemente, apresentam maior 
quantidade de grânulos que o grupo 3D75-Ruim. Nos três grupos os grânulos estão localizados 
próximo à superfície do ovócito formando um alinhamento com a membrana, com exceção do 
grupo 3D50-Ruim que apresenta formação de clusters. Os grânulos corticais observados nos 
três grupos apresentam eletrondensidade variada (ou heterogênea) e os grupos 2D-Ruim e 
3D50-Ruim apresentam variação notável no tamanho dos grânulos. 
 Os vacúolos do grupo 2D-Bom aparecem sempre associados às mitocôndrias. Já os 
grupos 3D50-Bom e 3D75-Bom apresentam, ao que se pôde observar, maior quantidade de 
vacúolos não associados às mitocôndrias. Nos três grupos, os vacúolos estão localizados no 
centro do citoplasma. O grupo 2D-Ruim visualmente apresenta o dobro de vacúolos em relação 
ao grupo 2D-Bom sendo que estes, se apresentam formando clusters. O grupo 3D50-Ruim em 
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comparação ao grupo 2D-Ruim, visivelmente, apresenta menor quantidade de vacúolos e estes 
estão dispersos de forma mais homogênea formando poucos clusters.  O grupo 3D75-Ruim se 
assemelha à quantidade de vacúolos do grupo 3D50-Ruim, porém apresenta organização em 
clusters formados sem presença de mitocôndrias e localizados próximo à periferia do ovócito. 
Tabela 3. Análise visual da dispersão, localização e eletrondensidade das mitocôndrias, vacúolos e 
grânulos corticais de ovócitos bovinos maturados in vitro nos sistemas de cultivo bidimensional (2D-
Controle) e tridimensional (3D) por levitação com diferentes concentrações de nanopartículas. 
GRUPOS MITOCÔNDRIAS GRÂNULOS VACÚOLOS 
2D-Bom Aparentemente, 
Grande quantidade. 
Formam clusters. 
Encontrados em maior 
quantidade. 
Localizados adjacentes à 
membrana, distantes do centro do 
citoplasma. 
Em sua maioria, encontrados 
formando clusters. 
Poucos são encontrados 
isoladamente. 
Eletrondensidade homogênea 
Encontrados 
associadas às 
mitocôndrias. 
Onde não há 
mitocôndria, não há 
vacúolos. 
Formam clusters, 
apresentando 
eletrondensidade 
variada. 
2D-Ruim Menor quantidade 
de mitocôndrias 
em relação ao 
2DB. 
Localizados próximos à 
membrana. 
Apresentam eletrondensidades 
diferentes.  
Não formam clusters. 
Formam um alinhamento que 
acompanha superfície. 
Alguns são encontrados 
dispersos fora do alinhamento. 
Encontrados formando 
clusters. 
Apresenta, 
visualmente, o dobro 
de vacúolos em relação 
ao grupo 2DB. 
 
3D50-
Bom 
Quantidade de 
mitocôndrias, 
visualmente, 
semelhante ao 
2DB 
Apresentam densidade variada. 
Formam um alinhamento. 
Há uma área considerável sem 
grânulos. 
Não formam clusters. 
Quantidade 
aparentemente maior 
que o 2D-Bom e menor 
que o 2D-Ruim. 
Apresenta formação de 
clusters e alguns 
vacúolos dispersos. 
3D50-
Ruim 
Visualmente, 
menor quantidade, 
em relação aos 
grupos com 
ovócitos bons. 
Em algumas áreas 
as mitocôndrias 
encontram-se bem 
próximas aos 
vacúolos.  
Apresentam densidade variada. 
Formam clusters que estão 
distribuídos paralelos à 
superfície. 
Apresentam grânulos dispersos e 
não alinhados à superfície. 
Apresenta, visivelmente, 
quantidade semelhante ao grupo 
2D-Ruim 
Não apresenta distribuição no 
centro do citoplasma. 
Vacúolos, em sua 
maioria, espalhados 
não formando clusters. 
Poucos vacúolos 
formam clusters. 
Quantidade, 
aparentemente, 
semelhante ao 3D50-
Bom. 
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3D75-
Bom 
Visualmente, 
menor quantidade 
de mitocôndrias. 
Formam pequenos 
clusters. Com 
concentração no 
centro do 
citoplasma. 
Quantidade de grânulos, 
visualmente, semelhante ao 2DB. 
Formam clusters alinhados à 
superfície 
Apresentam uma distribuição 
heterogênea. 
Vacúolos dispersos no 
citoplasma. 
Grande quantidade de 
vacúolos. 
Se concentram no 
centro do citoplasma. 
3D75-
Ruim 
Mitocôndrias em 
menor quantidade. 
Localizados alinhados à 
superfície. 
Pouca quantidade de grânulos. 
Não formam clusters. 
Apresenta clusters 
formados apenas por 
vacúolos. 
Maior quantidade em 
relação ao 3D75-Bom. 
 
A partir das imagens obtidas no microscópio eletrônico de transmissão, também foi 
possível identificar e analisar as microvilosidades dos ovócitos. Os grupos 3D50-Bom e 3D75-
Bom apresentam dispersão heterogênea dos microvilos e, visualmente menor quantidade dessas 
estruturas. Em contrapartida o grupo controle 2D-Bom apresenta microvilos dispersos de 
maneira a preencher quase todo o espaço perivitelínico, portanto, ao que tudo indica, a 
quantidade dessas estruturas é maior neste grupo.  
O grupo controle 2D-Ruim e o grupo 3D50-Ruim apresentam, quantidade de microvilos 
visualmente semelhante. Além disso, também se assemelham na distribuição das 
microvilosidades, sendo essa, heterogênea. Ao contrário do grupo 3D75-Ruim que apresenta 
uma distribuição homogênea, porém, visualmente em menor quantidade em relação aos outros 
dois grupos citados. Nas imagens também foram identificados artefatos que não pertencem à 
célula. Em relação a eles, dentre todos os grupos, o grupo controle 2D-Bom é o grupo que, 
visualmente, apresenta maior quantidade, se apresentando em uma distribuição homogênea 
pelo citoplasma do ovócito. O grupo 3D75-Ruim apresenta quantidade ínfima de artefatos. Os 
grupos 2D-Ruim e 3D50-Ruim aparentemente se assemelham na quantidade de artefatos 
presentes, sendo pouco superior ao grupo 3D75-Ruim. E os grupos 3D50-Bom e 3D75-Bom 
visualmente apresentam quantidade intermediária de artefatos em relação aos demais grupos.  
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Tabela 4. Análise visual da distribuição e quantidade aparente de microvilos e artefatos encontrados em 
ovócitos bovinos maturados in vitro nos sistemas de cultivo bidimensional (2D-Controle) e 
tridimensional (3D) por levitação com diferentes concentrações de nanopartículas. 
GRUPO MICROVILOSIDADES ARTEFATOS 
2D-Bom Microvilos irregulares. 
Não tão densos. 
Dispersos preenchendo quase todo o 
espaço perivitelínico. 
 
Nota: 5 
Grande quantidade e distribuídos 
homogeneamente. 
2D-Ruim Menor quantidade de microvilos. 
Dispersos. 
Distribuídos de maneira irregular. 
Nota: 1 
Apresenta praticamente nenhum 
artefato. 
3D50-Bom Microvilos escassos em relação ao 2D-
Bom. 
Algumas regiões preservadas. 
Outras regiões com poucos microvilos. 
Distribuídos de forma heterogênea na 
superfície. 
Nota:2 
Apresenta poucos artefatos. 
3D50-Ruim Apresentam menor quantidade em 
relação ao 2D-Bom e o 3D50-Bom. 
Regiões com distribuição heterogênea. 
 
Nota:1 
Apresenta pouquíssimos artefatos. 
3D75-Bom Apresenta áreas ricas e áreas pobres em 
microvilos. 
Distribuição heterogênea. 
 
Nota: 3 
Apresenta alguns artefatos. 
Distribuição homogênea. 
3D75-Ruim Microvilos de baixa altura. 
Pouca quantidade de microvilos. 
Distribuição homogênea. 
Nota: 0 
Muito raros. 
Nota 0: Artefatos muito pouco presentes. 
Nota 5: Artefatos muito presentes.  
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Figura 2. Eletromicrografia do citoplasma de ovócitos indicando grânulos corticais do grupo 2D-
Bom 
  
  
  
  
Figura 3. Eletromicrografia do citoplasma de ovócitos indicando mitocôndrias do grupo 2D-Bom 
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Figura 4. Eletromicrografia do citoplasma de ovócitos indicando vacúolos do grupo 2D-Bom 
  
  
  
  
Figura 5. Eletromicrografia do citoplasma de ovócitos indicando grânulos corticais do grupo 2D-
Ruim 
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Figura 6. Eletromicrografia do citoplasma de ovócitos indicando vacúolos (setas brancas) e 
mitocôndrias (setas pretas) do grupo 2D-Ruim 
  
  
  
  
Figura 7. Eletromicrografia do citoplasma de ovócitos indicando grânulos corticais (setas pretas), 
vacúolos (setas brancas) e mitocôndrias (setas azuis) do grupo 3D50-Bom. 
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Figura 8. Eletromicrografia do citoplasma de ovócitos indicando grânulos corticais do grupo 3D50-
Ruim 
  
  
  
  
Figura 9. Eletromicrografia do citoplasma de ovócitos indicando vacúolos (setas brancas) e 
mitocôndrias (setas pretas) do grupo 3D50-Ruim 
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Figura 10. Eletromicrografia do citoplasma de ovócitos indicando grânulos corticais do grupo 3D75-
Bom 
  
  
  
  
Figura 11. Eletromicrografia do citoplasma de ovócitos indicando mitocôndrias do grupo 3D75-
Bom 
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Figura 12. Eletromicrografia do citoplasma de ovócitos indicando vacúolos do grupo 3D75-Bom 
  
  
  
  
Figura 13. Eletromicrografia do citoplasma de ovócitos indicando vacúolos do grupo 3D75-Ruim 
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4 DISCUSSÃO  
Este estudo foi o primeiro a testar o sistema de cultivo tridimensional por levitação 
magnética com nanopartículas formadas de ouro, óxido de ferro e poli-L-lisina na maturação in 
vitro de ovócitos bovinos. Na área de reprodução animal houve apenas um outro trabalho 
realizado com a mesma técnica de cultivo, porém foi utilizado no cultivo in vitro de folículos 
pré-antrais bovinos (ANTONINO, D. C., 2017, no prelo). 
Segundo Dumollard et. al (2007), as organelas mais estudadas para se avaliar 
competência e maturação celular, são as mitocôndrias, pois, de acordo com o nível da 
maturação, vários aspectos mitocondriais são alterados, dentre eles, a quantidade de 
mitocôndrias encontrada na célula, sendo que quanto mais competentes e maduros, maior a  
quantidade de mitocôndrias (Reader, et. al, 2015). A quantidade e distribuição dessas organelas 
é importante devido sua função energética, ou seja, produção de ATP. Portanto a competência 
do ovócito está diretamente relacionada à quantidade e distribuição das mitocôndrias (Van 
Blerkom 2009; Zeng et al. 2009). Diante disso, é possível justificar a melhor taxa de clivagem 
Figura 14. Eletromicrografia do citoplasma de ovócitos indicando grânulos corticais (setas pretas) e 
mitocôndrias (setas brancas) do grupo 3D75-Ruim 
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dos grupos 2D-Bom e 3D50-Bom, pois são os grupos com maior quantidade de mitocôndrias. 
Segundo Hyttel et al. (1986), um ovócito maduro apresenta distribuição homogênea das 
mitocôndrias. A partir disso é possível explicar a alta taxa de formação de blastocistos no grupo 
3D75-Bom mesmo com menor área ocupada por mitocôndrias, pois estas estão localizadas mais 
ao centro do citoplasma, próximas ao núcleo onde há alta demanda energética, ao contrário do 
grupo 3D50-Bom no qual as mitocôndrias, embora ocupem área maior, estão concentradas na 
periferia do ovócito. 
De acordo com Pascale et. al (2005), as mitocôndrias não se multiplicam durante a 
clivagem, apenas durante o crescimento do ovócito, ou seja, durante sua maturação. Neste 
trabalho notou-se que houve decréscimo na quantidade de mitocôndrias nos grupos de ovócitos 
maturados com nanopartículas em relação ao grupo controle e, também foi possível notar que 
os grupos com 75 µL/mL de nanopartículas foram os grupos com menor quantidade de 
mitocôndrias. Assim, pode-se dizer que a presença das nanopartículas foram prejudiciais 
durante a maturação ovocitária, pois influenciou, negativamente, na replicação mitocondrial. 
No presente trabalho, os grupos, 2D-Ruim, 3D75-Bom e 3D75-Ruim, apresentaram 
maior área ocupada por vacúolos. Os demais grupos, 2D-Bom, 3D50-Bom e 3D50-Ruim, 
apresentaram menor área ocupada por essas estruturas. A análise de imagem demonstrou que a 
quantidade de vacúolos aumenta quando a quantidade de mitocôndrias diminui, e, de acordo 
com a análise visual ultraestrutural, no grupo controle os vacúolos são encontrados em 
associação com as mitocôndrias. Esta observação nos leva a pensar na possibilidade de ter 
ocorrido eventos de autofagia, sendo que parte dos vacúolos seriam resultantes deste processo. 
Assim também seria justificada a diminuição das mitocôndrias. A autofagia ocorre quando os 
autofagossomos capturam componentes do citoplasma celular e encaminham aos lisossomos 
que são encarregados de realizar a degradação destes componentes, portanto, a autofagia está 
diretamente relacionada com a morte celular (Lin et al, 2018). Este processo foi observado em 
um trabalho desenvolvido por Escobar Sánchez et al (2012), onde viram que os ovócitos de 
ratos apresentavam, simultaneamente, as proteínas envolvidas tanto no processo de apoptose 
quanto no processo de autofagia. 
Estruturas muito semelhantes aos vacúolos encontrados nos ovócitos bovinos usados 
neste trabalho, foram descritas em outros trabalhos utilizando ovócitos de outras espécies 
incluindo humanos (Sá, R., et al., 2011), gambás (Falconnier e Kress, 1992), ovelhas (Cran, et 
al., 1980), porcos (Cran, D. G., 1985) e ratos (Ducibella, et al., 1988). As estruturas são descritas 
como grandes vesículas, translucidas e de membrana distorcida ou interrompida, como foi 
revisado por Reader, K.L (2017) que podem conter em seu interior substâncias como Ca+ e 
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lipídeos (Maximo D.M., et. al., 2012), sugerindo que estas vesículas podem ser de grande 
importância na maturação ovocitária e, consequentemente no desenvolvimento do embrião. No 
entanto, no presente trabalho o aumento destas estruturas foi acompanhado pela queda no 
desenvolvimento embrionário. Isso corrobora ainda mais com a hipótese de autofagia das 
mitocôndrias. 
O sucesso na fertilização está diretamente relacionado à presença dos grânulos corticais, 
pois eles desempenham um papel muito importante no mecanismo de defesa do ovócito contra 
a poliespermia (Liu M., 2011) e sua distribuição no citoplasma do ovócito é um indicador da 
maturação ovocitária (Damiani P, 1996). Neste trabalho o grupo 3D75-Bom apresentou 
ovócitos com maior área ocupada por grânulos, os quais estão próximos à membrana 
plasmática, indicando uma boa maturação, pois segundo Halay e Wessel (2004), após a 
maturação do ovócito, os grânulos saem do centro do citoplasma e se alinham à membrana. O 
grupo controle 2D-Bom também se destaca na área ocupada e na distribuição dos grânulos, 
sendo que juntamente com o grupo 3D75-Bom, apresentaram as maiores taxas de blastocistos 
formados. Já os grupos com a menor taxa de blastocistos, também apresentaram ovócitos com 
a menor área ocupada por grânulos, que foram os grupos 3D50-Bom e 3D75-Ruim. Nestes 
grupos também foi observado a formação de clusters pelos grânulos, indicando que a maturação 
não foi completa (Hosoe e Shioya, 1997; Wessel et al., 2001). 
Estudos realizados anteriormente revelam que os microvilos dos ovócitos apresentam a 
proteína CD9, proteína esta que é necessária na fusão entre o espermatozoide e a membrana do 
ovócito (Kaji et al., 2000). Outro estudo utilizando imagens geradas a partir da microscopia 
eletrônica de transmissão mostra que o espermatozoide é envolvido pelos microvilos e, assim, 
consegue se fundir à membrana do ovócito (Shalgi and Phillips, 1980). No presente estudo, os 
grupos que, visualmente, apresentaram maior quantidade de microvilos foram o 2D-Bom e 
3D75-Bom, os mesmos que se destacaram na taxa de clivagem e de blastocistos. Em 
concordância, nos demais grupos, que apresentaram as menores taxas de blastocistos, a 
quantidade de microvilos que, aparentemente, apresentam, é notavelmente menor em relação 
aos grupos destaque. 
 Em relação aos artefatos encontrados, acreditamos que sejam provenientes de erros 
técnicos no momento do corte das amostras, pois nenhum trabalho relata a presença de tais 
estruturas. 
A partir das análises estatísticas e citológicas realizadas neste trabalho, percebe-se que 
o uso de nanopartículas na maturação ovocitária não é vantajoso. Ficou comprovado que as 
nanopatículas não atrapalham a fecundação do ovócito, visto que as taxas de clivagem do grupo 
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com maior concentração de nanopartículas (3D75-Ruim) foram maiores em relação ao grupo 
controle 2D-Ruim (ambos os grupos utilizando ovócitos ruins), porém as nanopartículas 
interferem na maturação ovocitária, visto que com o aumento da concentração das 
nanopartículas, houve aumento da área ocupada por vacúolos e redução, considerável, da área 
ocupada por mitocôndrias. Portanto, o sistema utilizado interfere no desenvolvimento 
embrionário, visto que as taxas de formação de blastocistos apresentam queda significativa nos 
grupos com o aumento da concentração das nanopartículas.  
 
5 CONCLUSÃO 
Apesar de não interferir no processo de fecundação do ovócito, conclui-se que o sistema 
de cultivo utilizado na maturação ovocitária não é vantajoso, pois causam aumento da área 
ocupada por vacúolos e redução, considerável, da área ocupada por mitocôndrias e, 
consequentemente, interferem no desenvolvimento embrionário. 
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